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(57) Abstract 
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EP0THIL0NE, DEREN HERSTELLUNGSVERFAHR^ UNO IHRE VERWENDUNG ALS ARZNEIMITTEL 
UNO PFLANZENSCHUTZENDE MITTEL 



Die Erfinduno betrifft Fnothilonp ripr fnlnonHpn aiinonnoinon jr„ r#Tli 3i. 
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worin R1 Wasserstoff, C r C 4 -Alkyl, C r C 4 -Alkanoyl. Lr\ K+ Na+ 1/2 Mg2* Oder 1/2 
Ca 2+ bedeutet und R 2 Wasserstoff Oder eine Methylgruppe darstelit. 



Femer betrifft die Eriindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder mehrere 
der folgenden Parameter: 
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*) Zuordnung vertauschbar 
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C 26 H 39 N0 6 S [493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691: 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029; 1014;979 Crrr 1 
DC: Rp = 0,75 

DC-AIufolie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol « 90 : 10 
Detektion: 1. UV-L6schung bei 254 nm 

2. Ansprtihen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz unci erhitzen auf 120 "C, 

braune Anfarbung 

HPLC: R t = 5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 jim, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

Des weiteren betrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen oder 
mehrere der foigenden Parameter: 
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1H-NMR-Daten 



13(>NMR-Daten 
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170,5 
39,4 
72,9 
53,2 
219,6 
43,1 
74,3 
36,-6 
30,9 
22,5 
32,3 
61,3 
61,7 
32,4 
76,9 
137,5 
120,0 
152,1 
116,2 
165,1 
19,7 
21,5 
13,7 

•» —I 

X ' / - 

15,7 
19,0 



(R1=CH 3 ) 



") Zuordnung vertauschbar 
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C 27 H 41 NO 6 S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H)' 

UV (MeOH) (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

V = 3400: 2958; 2931; 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378; 1250; 1149; 1049: 977 cm* 1 
DC:R F «0,75- 

DC-Alufolie 60 F 2 5 4 , Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanoi = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspriihen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C, 

braune Anfarbung 

HPLC: R t = 6,3 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-1 8 7 jim, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

Besonders bevorzugt sind Epothiione mit der foigenden Strukturformel: 
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worin R2 Wasserstoff Oder Methyl bedeutet (Das Kohlenstoffatom der Methylgruppe 
wird als C27 bezeichnet). Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Gewinnen von 
Epothilonen. insbesondere der vorstehend charakterisierten Epothilone. das dadurch 
gekennzeichnet ist. daB man den Stamm So ce90 DSM 6773 

. in einem Kohlenstoffquellen. Stickstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden 
Medium kuitiviert, 

- entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder anschlieBend ein 
Adsorberharz zusetzt. 

die Fermenterbruhe abtrennt. 

die Epothilone aus dem Adsorberharz eluiert und 

- die Eluate direkt oder fiber weitere Reinigungsschritte von dem/den 
Losungsmittel(n) befreit. 

- und gegebenenfails uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder 
Umkristallisation die verschiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt 

Gegebenenfails konnen die so gewonnenen Epothilone mit gangigen chemischen 
Verfahren weiter umgesetzt werden. z.B. mit Basen in die Alkali- und ErdalkaUsalze 
uberfuhrt und gegebenenfails weiter zu Ethern umgesetzt werden. oder s.e konnen m»t 
organischen Sauren in die entsprechenden Ester uberfuhrt werden. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Mittel fur den Pflanzenschutz in Landwirtschaft. 
Forstwirtschaft und/oder Gartenbau. bestehend aus einem oder mehreren der 
vorstehend aufgefuhrten Epothilone oder eines oder mehrere dieser Epothilone 
enthaltend, gegebenenfails neben einem oder mehreren Oblichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 
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SchlieSlich betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mine!, das insbesondere 
cytotoxische Aktivitaten entwickeln und/oder Immunsuppression bewirken kann. 
bestehend aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Epothiione Oder eines 
Oder mehrere dieser Epothiione enthaltend, gegebenenfalls neben einem Oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittel(n). 

- Admini^ratLonsform: oral 

- Dosis 0.5 bis 200 mg fur einen Menschen mit 70 kg Normalgewicht 

- Verwendungszweck: Antitumor 

im foigenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimentellen Daten 
naher erlautert. 

Produktionsstamm 

Stamm So ce90 wurde im Juli 1985 an der Gesellschaft fur Biotechnologische 
Forschung (GBF) aus einer Bodenprobe von den Ufern des Zambesi, im sudlichen 
Afrika, isoliert Der Stamm ist bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
(DSM) unter Nr. 5773 hinteriegt. 

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Der Stamm wachst auf Cellulose als 
einziger Kohienstoff- und Energiequelle mit KN0 3 als einzige Stickstoffquelle. z.B. auf 
Fiiterpapieruber ST21 Mineralsaizagar (0.1% KNQ 3 ; 0.1% MgS0 4 x 7 H 2 0; 0.1% CaCI 2 
x 2 H 2 0; 0.1% K 2 HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 H 2 0; 0.02% FeCI 3 ; 0.002% Hefeextrakt; 
Standard-SpureneiementlSsung; 1% Agar). Auf diesem Medium werden 
dunkelrotbraune bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet, bestehend aus kleinen 
Sporangiolen (etwa 15 bis 30 urn Durchmesser) in mehr oder weniger groGen dichten 
Haufen und Paketen. 

Der Stamm wSchst sehr gut mit Glucose und KN0 3 , z.B. auf CA2-Agar (Grundmedium: 
1 .5 g Agar in 92 ml Aqua dest; Stammlosung 1 : 7.5% KN0 3 , 7.5% K 2 HP0 4 in Aqua 
dest.; Stammlosung 2: 1.5% MgS0 4 x 7 H 2 0 in Aqua dest.; Stammlosung 3: 0.2% 
.CaCI 2 x 2 H 2 0, 0.15% FeCI 3 in Aqua dest.; Stammlosung 4: 20% Glucose in Aqua dest. 
Die Stammlosungen werden durch Autoklavieren sterilisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 
3, sowie 5 mi der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben. ebenso eine 
geeignete Menge einer Spurenelementlosung). 
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Die veaetativen Stabchen haben die fur Sorangium typische Form (relatrv derbe. ,m 
pSko^tmikroskop dunWe. zylindrische Stabchen mit breit M Enden, 

«an 9 und 1 um dick). Nach .angerer Adaptation an das Wachstum ,n 
Russigmedien wachst der Stamm in homogener Zellsuspens.on. 
DerStammSoce90p ro duziertchemischnaheverwandteVerbindungen.die 
alSe AWivitat besitzen. Insbesondere sind diese Verbindungen cytotox.sch 
^S^l* Hervorzuheben ist ,B. die Hemmung von M,cor Hems,, 

Produktion der biologisch aktiven Verbindungen: 

wetden wahrend der logaritnmischen bis hin zur stagnate n 
WacZnVase produaert. Eine typist Fermentation van** folsendermaBen. Em 
~Z«r v/rd mit 60 1 Medium (0.8% Starke; Uft Glucose; 0.2% MM 
0 ~ HeSL- 0 1% CaCI, x 2 H 2 0; 0.1% MgSO„ x 7 ^O: 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7.4) 
g f« K£ mit 10 . eLrim gieiche" M e*u m jedoch zusiUioh mit SO mM 
Hff ES^arpH 7.4 in MMtt~ angezogenen VoKultur (160 upm 30 «. 
Frontier. J bai 32 -C n* einer ROhrgascbwindteWvon 500 
BalQftuno von 0 2-NLprom 3 und Std. dar pH Wert »ird durch Zugaba von KOH be, 7.4 

OfeFermenln daua rt 7 - ,0 Taga. Dia gabiidatan aKtivan Verandungen 
befinden sich tells im Oberstand und tails in den Zellen. 

Anemaav dazu kann in Gegenwa* von Adsorberharzen (Z.B. XAD-! 1 80. Bonn, und 
Haas. 2 - 5 %) fermentiert werden. 

IsolierungvonEpothilonAundB „. R70l 

Wahrend der Fermentation von Sorangium cellulosum So ce90 (z BJO . 
Fermentationsvo«umen)inGegenw^^ 

und Haas 2 % v/v) werden die gebildeten Antibiotika Epoth.lon A (Abb. 1 ) und IB (Abb. 

U 2 vSdig an das Harz gebunden. Mac, Ab_ 

Aosieben in einem PrczeBfilter) vrird das Harz mit 3 Bettvo.umen 

und mit 4 Bettvo.umen Methanol eluiert Die vereinigten Eluate werder , ,m Vakuum 

auf den Wassergehait eingeengt und dreimal mit je 0.2 1 Ethylacetat extrah.ett D.e 

vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g 

Trockengewicht). 
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Der Rohextrakt wird in 50 ml Methanol aufgenommen und an Lichroprep RP-1 8 25-40 
\im (Saule: 400 x 100 mm; FluB: 200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mit 
Methanol/Wasser 6/4 chromatographieit Die Epothilone enthaltenden Fraktionen (Rj ca. 
95-125 min) werden durch RP-1 8 Niederdaickchromatographie aufgereinigt. (Saule 
400 x 60; HD-Sil-1 8-20-60, Labomatic; Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35; FluB 25 
ml/min; R t Epothilon A: 140 - 165 min; Epothilon B: 170 - 195 min). 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kristallisation aus 

1 . Epothilon A: Toluol/Ethylacetat = 3:2 

2. Epothilon B: Ethylacetat 

Epothilon A 

C 26 H 39 N0 6 S[493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)~ 

1 H-NMR-Daten s. Tab. 1 

i3C-NMR-Datens.Tab.2 

UV (MeOH) X max (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429:2966:2937; 1737; 1691: 1463: 1374; 1295: 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014:979 cnrr 1 
DC: Rp = 0,75 

DC-Alufolie 60 F 254 , Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C, 

braune Anfarbung 

HPLC: R t = 5.4 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 jim, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 
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Epothilon B 
C 27 H4iN0 6 S [507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H) 
1 H-NMR-Daten s. Tab. 1 
i3f>NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MeOH) W (log e) =210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf lrtran: - 
v = 3400: 2958: 2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 1049: 977 air 

DC: R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F^, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 

Detektion: l.UV-Loschungbei254nm h w«,M9n-r 
2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhrtzt auf 120 C. 

braune Anfarbung 
HPLC:R t = 6.3min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 am. Merck; 
FluS: 1.5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 
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Tabelle 1 



1 H-NMR-Daten der Epothiione A und B 


Atom 


A 


B 


2a 


2,4 


dd 


2,22 


dd 


2b 


2. 52 


dd 


2, 53 


dd 


3 


4, 19 


dd 


4,24 


dd 


6 


3,2 


m 


3,28 


m 


7 


3/78 


dd 


3, 75 


dd 


8 


1/73 


m 


1,73 


X 


9a 


1,4 


m 


1,4 


m 


9b 


1,52 


m 


1,5 


m 


10a 


1,4 


m 


1,4 


m 


10b 


1,4 


m 


1,4 


m 


11a 


1,42 


m 


1,42 


m 


lib 


1,7 


m 


1,7 


m 


12 


2,9 


ddd 






13 


3,01 


ddd 


2,8 


dd 


14a 


1,85 


ddd 


1,9 


ddd 


14b 


2,11 


ddd 


2,1 


add 


15 


5,41 


dd 


5,41 


dd 


17 


6v 6 


s 


6, 5 


s 


19 


6,99 


s 


6, 99 


£ 


21" 


1,05 


s 


1,05 


c 


22* 


1,35 


c 


1,36 




23 


1,15 


d 


1,15 


<*» 


24 


0,93 


d 


0, 92 


a 


25 


2,05 


s 


2,05 


s 


26 


2, 69 


s 


2, 69 


c 








1,28 


S 



*) Zuordnung vertauschbar 
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Tabelle 2 



i3c-NMR-Daten der Epothilone A und B 


Atom 


A 


B 


l 


170,5 


1 *7A 5 
1 /Uf 3 


2 


39,1 


on a 

39, 4 


3 


73,2 


"71 Q 

72, 9 


4 


53,0 




5 


219,9 


Old O 


6 


43,5 


43, 1 


7 


74,7 


74,3 


8 


36,4 


J O , O 


9 


30,7 


OA Q 

30,9 


10 


23,6 


22, 5 


11 


27,6 


32, 3 


12 


57,4 




13 


54, 6 


61,7 


14 


31,7 


32,4 


15 


76,8 


76,9 


16 


137,4 


137,5 


17 


120,1 


120,0 


18 


152,1 


152,1 


19 


116,3 


116,2 


20 


165,0 


165,1 J 


21* 


20,4 


19,7 i 


22* 


21,6 


1 1 *"* 


23 


14,1 


13,7 ; 


24 


17,1 


17,1 


25 


15,6 


15,7 


26 


19/1 


13,0 


27 




22,7 



*) Zuordnung vertauschbar 
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Anwendungsbeispiel 

Nach bekannten Methoden (T. Meyer, U. Renegass. D. Fabbro, E. Alteri, J. Rosel, M. 
Muller, G. Caravatti & A. Matter: A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows 
selectivity for protein kinase C inhibition and in vitro anti-proliferative as well as in vivo 
anti-tumor activity. Int. J. Cancer 1989. 43. 851-6) wird Epothilon A auf die Hemmung 
derT=24 Zelfinie-untersucht. Es wird ©in IC50 Wert von < 0.05 uM ermittelt 
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PatentansprOche 

1. Epothilonederallgemeinen Formel: 




worin R 2 Wasserstoff Oder Methyl 1st 



3. Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder mehrere der folgenden Parameter: 
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1 H-NMR-Daten 


13 C-NMR-Daten 


Atom 




Atom 




2a 


2,4 


dd 


l 


170,5 


2b 


2,52 


dd 


2 


39,1 


3 


4,19 


dd 


3 


73,2 


6 


3,2 


m 


4 


53,0 


7 


3,78 


dd 


5 


219, 9 


8 


1,73 


m 


6 


43,5 


9a 


1,4 


m 


7 


74,7 


9b 


1,52 


m 


8 


36,4 


10a 


1,4 


m 


9 


30, 7 


10b 


1,4 


m 


10 


23,6 


11a 


1,42 


m 


11 


27,6 


lib 


1,7 


m 


12 


57,4 


12 


2,9 


ddd 


13 


54, 6 


13 


3,01 


ddd 


14 


31,7 


14a 


1,85 


ddd 


15 


76,8 


14b 


2,11 


ddd 


16 


137,4 


15 


5,41 


dd 


17 


120,1 


17 


6,6 


s 


18 


152,1 


19 


6,99 


s 


19 


116, 3 


21" 


1,08 


s 


20 


165,0 


22* 


1,35 


s 


21* 


20,4 


23 


1,15 


d 


22* 


21, 6 


24 


0, 93 


d 


23 


14,1 


25 


2,05 


s 


24 


17,1 


26 


2, 69 


s 


25 


15,6 








26 


19,1 



') Zuordnung vertauschbar 
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C 26 H 39 N0 6 S[493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)~ 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691 ; 1463; 1374; 1295; 1257; 1 185; 1 150; 1 087; 1 029; 1 014; 979 cnr 1 
DC:R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F 254 . Merck; Laufmittel: 
Dichiormethan/Methano! = 90 : 10 
Detection: 1 . UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vaniliin/Schwefeisaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C. 

braune Anfarbung 

HPLC:R t = 5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 nm, Merck: 
RuB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor:UV 254 nm 

4. Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder mehrere derfolgenden Parameter: 
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1H-NMR-Daten 
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CgTH^NOgSpOT] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) W (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

V m 3400; 2958: 2931. 2875; 1735; 1689; 1629; 1609: 1463: 1378; 1250; 1 149; 1049: 977 cnr* 
DC:R F = 0,75 

DC-AIufblie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanoi = 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz unci erhitzt auf 120 "C, 

braune Anfarbung 
HPLC:R t «6.3min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosarb RP-1 8 7 \im, Merck; 
FluB: 1 .5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser* 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 
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5. Verfahren zum Herstellen von Epothilonen nach einem der vor anstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS man den Stamm So ce90 

in einem Kohlenstoffquellen. Stickstoffquellen und Mineraisalze enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder anschlieBend ein 
Adsorberharz zusetzt, 

die Fermenterbruhe abtrennt, 

die Epothilone aus dem Adsorberharz eluiert und 

die Eluate direkt Oder uber weitere Reinigungsschritte von dem/den 
Losungsmittel(n) befreit, 

und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder 
Umkristallisation die verschiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt. 

6. Mittel fQr den Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und Forstwirtschaft und/oder im 
Gartenbau, bestehend aus einem oder mehreren Epothilonen gemaB einem der 
voranstehenden Anspruche oder'eines Oder mehrererdieser Epothilone enthaltend. 
gegebenenfalls neben einem Oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 

7. Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS es ein Fungizid oder 
Fungistatikum 1st. 

8. Therapeutisches Mittel, das insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln 
und/oder Immunsuppresion bewirken kann. bestehend aus einem Oder mehreren 
Epothilonen nach einem der Anspruche 1 bis 4 oderdiese Epothilone enthaltend. 
gegebenenfalls neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 
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